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【演題番号１】
ビタミンCはジエチルニトロソアミンによる肝発癌を著しく抑制する
◯石井直樹＊，本間拓二郎＊，高橋未来＊，山田健一＊＊，
宮田　哲＊＊＊，藤井順逸＊（＊山形大学大学院医学系研究科生化学分
子生物学，＊＊九州大学大学院薬学研究院機能分子解析学，
＊＊＊（独）地域医療機能推進機構大阪病院内科）
ジエチルニトロソアミン（DEN）は加工肉などの食品に加えて、タバ
コやアルコール飲料などにも大量に含まれる身近な発癌性化合物である。
DENは主に肝臓でシトクロムP450により代謝活性化され、DNA複製時に
遺伝子変異をもたらして、肝発癌に働くと考えられている。一方P450は
酸素を用いる反応過程で活性酸素を生成するため、DEN投与により生成
した活性酸素が酸化ストレスとなってDNAを酸化傷害し、癌化の促進要
因となる可能性が考えられる。食品には抗酸化作用を示す化合物が多数含
まれているが、中でもビタミンＣ（Ascorbic acid; AsA）の抗酸化活性は
高く、発癌の抑制に働く可能性が示唆されている。しかし発癌実験に頻用
されるマウスはAsAを合成するため、AsAの効果を厳密に評価するモデ
ル動物としては適さない。
本研究では、AsA合成に関わるアルデヒド還元酵素（Akr1a）を欠
くため、通常の約１割程度しかAsAを合成できないAkr1a欠損（KO）
マウスを用いることで、DENによる肝発癌過程におけるAsAの効果を
明らかにすることを目的とした。４週齢の野生型（WT）、Akr1aKO、
Akr1aKO+AsA（飲水中1.5g/L）マウス（C57BL/6N）に週に一度DEN
（35mg/kg/回）を投与し続け、それぞれの非投与群と合わせて28週齢
をエンドポイントとする比較検討を予定した。しかしAkr1aKOマウスで
はDEN投与による障害が当初の予想以上に強くほとんどが途中で死亡し、
28週齢まで生存したマウスは26個体中２個体のみであった。そこで予定を
変更して20週齢をエンドポイントとした。今回は、これまでに得られて
いる研究の途中経過について報告する。Akr1aKOマウスでは、DEN投与
後数週間経過した頃から、それまで増加していた体重が減少に転じ、12
週齢くらいから多くの個体が死亡しはじめた。WTおよびAkr1aKO+AsA
群と比較して、Akr1aKO群では肝障害マーカーのALT値が早い時期か
ら高値を示し、20および28週齢での剖検個体では肝重量の増加を認め
た。28週齢まで生存した２個体のAkr1aKOについては、野生型に比べて 
γ-glutamyltransferase（γ-GTP）活性陽性の癌部が多数認められた。
AsAを補充することにより、DENを投与してもすべてのAkr1aKO個体が
28週齢まで生存し、癌の発生も著しく抑制されていた。まだ検討途中では
あるが、これまでの結果は、DENによる肝発癌をAsAが有意に抑制する
ことを示しており、発癌過程の促進に活性酸素が関与していることを示唆
している。
　
【演題番号２】
Sleeping Beautyトランスポゾン法を用いたマウス肝発がん実験
○山本雅大，冨樫敬太，鈴木修平，佐野町友美，清野静香，
岡田雅司，北中千史（山形大学医学部腫瘍分子医科学講座）
がん研究において動物実験は、発がん機構の解析や前臨床段階の薬物効
果判定を行うにあたり重要な位置を占めている。がん研究に用いられる動
物モデルとして、化学発がん、遺伝子改変動物や免疫不全動物へのがん細
胞株の移植などがあるが、我々は現在Sleeping Beauty（SB）トランスポ
ゾンを用いたユニークで優れた肝発がんモデルを使用しているので、その
作成方法を実験例とともに紹介する。
SBトランスポゾンは、トランスポゾンカセットとトランスポゼースとい
う酵素から構成される。プラスミドを用いて、細胞内にトランスポゾンカ
セットを導入しつつトランスポゼースを発現させると、トランスポゼース
はトランスポゾンカセットを切り出し、細胞のゲノム内にランダムに組み
込む。従って、トランスポゾンカセット内に任意の遺伝子を導入しておく
ことで、その遺伝子を細胞のゲノム内に組み込むことが可能であり、結果
として安定的な遺伝子発現を実現できる。また、hydrodynamic tail vein 
injection（HTVi）法を用いることにより、マウス肝細胞特異的にプラスミ
ドを導入することが可能である。HTVi法は、マウスの体重の10%に相当
する大容量のプラスミド液を急速（５秒程度）にマウスの尾静脈より注入
する方法で、肝類洞血管に圧をかけることでマウス肝細胞に直接プラスミ
ドを導入することができる。SBトランスポゾンとHTVi法を組み合わせる
ことにより、in vivoでマウス肝細胞特異的にがん遺伝子を導入し、マウス
肝腫瘍を誘導することができる。この方法の最大の利点は、遺伝子クロー
ニングを行うだけで導入する遺伝子を変えられることであり、様々な遺伝
子の単独や組み合わせによる多様な肝腫瘍モデルを簡単に作成できる。
この方法を用いた実験例として、PI3 kinase経路、Hippo-YAP経路なら
びにMycの活性化の相互作用と肝腫瘍の形質の関係について検討した研
究を紹介する。実験は、PI3 kinase経路を活性化するmyristoylated AKT
（AKT）、Hippo-Yap経路を活性化する変異型YAPS127AならびにMycを発
現するトランスポゾンカセットをトランスポゼース発現プラスミドと供に
HTVi法を用いてマウスに単独、２つずつおよび３つの組み合わせで導入
し、誘導された腫瘍の形質を病理学的に解析した。そうしたところ、Myc
単独では腫瘍ができず、AKTとYAP単独では数ヶ月、２つの組み合わ
せでは６－20週程度、３つの組み合わせでは２週間程度で腫瘍が形成さ
れ、発がんに要する遺伝子の数が多くなると腫瘍形成が早くなることが
明らかになった。AKTとYAP単独、AKT/MycおよびAKT/YAP/Mycの
組み合わせでは肝細胞癌が形成されたのに対し、AKT/YAPでは胆管癌
が、YAP/Mycでは肝芽細胞の特徴をもつ分化度の低い肝腫瘍が形成され
た。これらの結果は、PI3 kinase経路の活性化は腫瘍の分化維持に働くこ
と、特にHippo-Yap経路の活性化と同時に起こると細胞分化の方向を肝細
胞から胆管細胞に変化させることが示唆された。また、Mycは肝細胞の腫
瘍化に伴い肝芽細胞へと脱分化を促す働きがあることが示唆された。
以上のようにSBトランスポゾンを用いた肝発がん法は簡便に多様なが
ん動物実験モデルを作成できるため、がん研究において非常に有用なツー
ルであり、今後は治療モデルとしての応用を進めていく予定である。　
【演題番号３】
ALA生合成不全マウスでの糖代謝異常の分子機構解析
○斉藤真一＊，＊＊，Koen van Wijk＊＊，木村朋寛＊＊，岡野　聡＊＊，
尾崎　司＊＊＊，野原豪和＊＊，＊＊＊＊，高橋　究＊＊＊＊＊，田中　徹＊＊＊＊＊，
中島元夫＊＊＊＊＊，浅尾裕信＊，中島　修＊＊（＊山形大学医学部免疫学
講座，＊＊医学部メディカルサイエンス推進研究所遺伝子実験セン
ター，＊＊＊医学系研究科公衆衛生学講座，＊＊＊＊医学部メディカルサ
イエンス推進研究所動物実験センター，＊＊＊＊＊SBIファーマ）
ヘム生合成初発酵素5-アミノレブリン酸（ALA）合成酵素ALAS1遺伝
子破壊マウスヘテロ接合体（A1+/-マウス）は耐糖能異常・インスリン抵
抗性を示すとともに、グリコーゲン合成異常を伴うことから、律速酵素
である骨格筋型グリコーゲン合成酵素Gys1に着目した。A1+/-マウスで
の耐糖能異常・インスリン抵抗性がALA投与により可逆的に改善される
ことから、Gys1に対する可逆的な修飾により酵素活性が調節されている
可能性を検討した。修飾異常の探索のため、A1+/-マウス骨格筋のGys1
－77－
をLC-MSによるペプチド解析を行ったところ、Ｎ末端側のセリン残基
（site2 Ser）のリン酸化断片の割合が、野生型と比較して低下し、ALA
投与により回復することを見出した。Gys1のsite2 SerはAMP依存的キナー
ゼ（AMPK）によりリン酸化を受け、この修飾により活性が抑制される
ことが報告されている。A1+/-マウスではこのsite2 Serのリン酸化低下
によるグリコーゲン合成酵素活性の脱抑制によって、通常摂食条件下に
おいても骨格筋のグリコーゲン合成酵素活性の上昇が惹起されている可
能性を示した。加えて、A1+/-マウス骨格筋では、AMPKの活性化型の
割合の低下および細胞内ATPレベルの上昇・AMPレベルの低下が観察さ
れ、A1+/-マウスのGys1 site2 Serのリン酸化低下を示唆する結果となり、
AMPK活性化剤であるAICARやメトホルミンの投与によってもA1+/-マ
ウスでのインスリン抵抗性が改善されることが認められた。
これらのことから、A1+/-マウスのグリコーゲン合成異常がGys1 site2 
Ser のリン酸化を介した異常であるか検討するため、site2 Serのリン酸化
を受けない点変異体Gys1 S8Aゲノム編集マウスを作成し、糖代謝・グリ
コーゲン代謝の解析を行った。さらに、A1+/-マウス骨格筋において、翻
訳開始因子eIF2αのリン酸化が亢進されており、活性化AMPKの低下・
ATPレベルの上昇が翻訳抑制を介したものである可能性が示唆された。
【演題番号４】
マウス胚の発生およびミトコンドリア機能に及ぼす小胞体ストレスの影響
○加藤貴仁，坂原聖士，高倉　啓，黒谷玲子，阿部宏之（山形大学
大学院理工学研究科バイオ化学工学専攻）
【目的】細胞は温度や浸透圧、pH、酸素濃度など様々な環境ストレスを
受け小胞体ストレス（ERS）を生じる。体外培養した受精卵では、環境ス
トレスにより発生能の低下などが起こるが、胚の品質に対するERSの関与
についてほとんど研究されていない。そこで本研究では、ERSが胚の品質
におよぼす影響を解析することを目的とし、ERSを誘導したマウス胚の発
生能やミトコンドリア機能を調べた。
【方法】ICRマウスの卵管より２細胞期胚を回収し、ERS誘導試薬である
Tunicamycin（TM）を添加したmWMで培養し、リアルタイム培養細胞
観察装置（CCM、ASTEC）を用いて各発生ステージへの発生率および到
達時間を解析した。培養した胚においてER-ID（Enzo Life Sciences）や
ERSマーカーであるGRP78の抗体を用いた蛍光染色により、小胞体の局在
を調べ、ERSを検出した。また、JC-10を用いた蛍光染色や呼吸測定装置
（北斗電工、HV-405）により、ミトコンドリアの局在や胚の酸素消費量
を解析した。さらに、BALB/cAおよびDBA/2Jマウスの胚を同条件で培
養し、ERSを誘導した際の発生率を系統間で比較した。
【結果】TM処理によりERSを誘導した結果、低濃度処理群では胚発生率
に変化は見られなかったが、高濃度処理群では桑実胚期から胚発生率が低
下した。また、桑実胚および胚盤胞への到達時間はTMの濃度依存的に遅
れが生じていた。TM処理胚では小胞体が細胞質全体に以上に拡張してお
り、高濃度処理群ではGRP78の発現が顕著に高かった。また、TM処理胚
ではミトコンドリアは異常なクラスターを形成しており、酸素消費量の顕
著な低下が認められた。次に、TMの胚発生に与える影響がマウスの系統
によって異なるか調べた結果、ICRと比べて体外培養による胚発生率の低
いBALB/cAとDBA/2Jでは、低濃度のTM処理によって桑実胚期以降の
発生が阻害された。
【結論】TM処理によりERSを誘導した胚では、ERSの影響は桑実胚期か
ら顕著に現れ、胚発生能の低下やミトコンドリア機能に異常をもたらすこ
とが明らかになった。また、マウスの系統によってTM処理によるERS誘
導に対する感受性が異なることがわかった。
【演題番号５】
ヒト卵管液組成をベースとする新規培養液の有用性の検討
○小泉遥奈＊，坂原聖士＊＊，高倉　啓＊＊，黒谷玲子＊＊，阿部宏之＊＊
（＊山形大学工学部バイオ化学工学科，＊＊山形大学大学院理工学研
究科バイオ化学工学専攻）
【目的】受精卵の体外培養は不妊治療の基盤技術である。これまでに数
多くの受精卵用の培養液が開発され、不妊治療において用いられてい
る。最近、ヒト卵管液のアミノ酸組成をベースとする高性能の培養液
（HiGROW OVIT：扶桑薬品工業）が開発され、ヒト胚に対する有効性
を調べる臨床研究が行われている。一般に、卵管液のアミノ酸組成は動物
種を超えて共通性があることから、HiGROW OVIT（H-OVIT）は異なる
種の胚の培養に応用できる可能性がある。そこ本研究では、H-OVITの種
を超えた汎用性の有無を調べるために、遺伝的背景の異なる系統のマウス
胚の培養実験を行った。
【方法】H-OVITは、ヒト卵管液のアミノ酸含有量を基に開発された培養
液である。質量分析装置を用いた高精度解析技術により、卵管液に含まれ
るほぼ全てのアミノ酸の組成を調べた結果、卵管液では胚発生を促進する
非必須アミノ酸が多く含まれていた。H-OVITは、従来の体細胞用培養液
とアミノ酸組成が全く異なる受精卵用培地である。本研究では、近交系マ
ウスとしてC57BL/6NおよびBALB/cAを用いた。それぞれのマウスから
1-細胞期胚を回収し、mWMおよびH-OVIT（37℃、５％ CO２ in air）で
培養した。リアルタイム培養細胞観察装置（CCM、ASTEC）を用いて胚
の発生率、発生速度およびハッチング率（脱出胚盤胞／胚盤胞）を調べた。
【結果】H-OVITで培養したC57BL/6N胚は、mWMで培養した胚と比
べて発生速度が速くなり、ハッチング率が有意に向上した。特に、ヒト
血清アルブミン（HSA）またはウシ血清アルブミン（BSA）を添加した
H-OVITで培養した場合、非常に高いハッチング率が得られた。BALB/
cA胚をHSAまたはBSAを添加したH-OVITで培養した結果、mWMで培養
した胚と比べて発生速度およびハッチング率には差はなかったが、２細胞
期胚から胚盤胞への発生率の顕著な増加が認められた。また、HAS添加
H-OVITおよびBSA添加H-OVITで培養したBALB/cA胚の多くは、mWM
培養胚と比べて胚盤胞の拡張の程度が大きく、形態良好な胚が多く観察さ
れた。
【結論】ヒト卵管内液のアミノ酸組成解析により開発されたHiGROW 
OVITは、C57BL/6NおよびBALB/cAの遺伝的背景の異なるマウス胚の培
養に有用であることが示された。今後は、他の系統のマウス胚の培養実験
を行うとともに、H-OVITで培養した胚のクオリティーを解析し、この新
しい受精卵培養液の汎用性を調べる予定である。
【演題番号６】
高精度ミトコンドリアDNAコピー数定量システムの開発と応用
○渡邉　光＊，小泉遥奈＊＊，坂原聖士＊，高倉　啓＊，黒谷玲子＊，
阿部宏之＊ （＊山形大学大学院理工学研究科バイオ化学工学専攻，
＊＊山形大学工学部バイオ化学工学科）
【目的】ミトコンドリア（Mt）のマトリックス内にはMt独自のDNA
（mtDNA）が存在する。mtDNAコピー数の定量は卵子や胚の品質評に
価有効であることが報告されているが、単一の卵子や胚に由来する微量試
料を用いたmtDNAコピー数解析には、精度面での課題がある。そこで本
研究では、微量試料における高精度mtDNAコピー数解析を可能とするシ
ステムを開発し、その有用性を検証した。
【方法】本研究では、シロイヌナズナのrbcL遺伝子を外部標準遺伝子に
用い、rbcL遺伝子を導入したプラスミドを作製し、コピー数既知の標準
溶液を用意した。５系統のマウス（C3H/HeN、C57BL/6N、BALB/cA、
DBA/2JおよびICR）から各発生ステージの卵子および生体由来胚を作製
した。また、１細胞期胚をmWM（アーク・リソース）およびHiGROW 
OVIT（扶桑薬品工業）+ 0.5％ HiGROW HSA（扶桑薬品工業）で培養し、
体外培養胚を作製した。作製した試料に外部標準DNA 1.0×10６コピーを
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加え定量PCRを行い、絶対定量法によりmtDNAおよび外部標準DNAのコ
ピー数を算出した。
【結果】試料に添加した外部標準DNA量を調べた結果、DNA抽出時の
損失が明らかになった。外部標準DNAの損失率からmtDNAコピー数を
補正し算出することにより、試料間のmtDNAコピー数のばらつきが小
さくなった。さらに本システムは、２～８細胞期胚の単一割球における
mtDNAコピー数解析が可能であり、割球間でmtDNAコピー数に顕著な
差があることがわかった。BALB/cAおよびDBA/2Jでは、mWM培養時
の胚の発生率が低く、体外培養胚のmtDNAコピー数が生体由来胚と比較
して少なかった。しかし、BALB/cAではHiGROW OVITでの培養により
発生率が改善し、mtDNAコピー数は生体由来胚と同程度であった。また、
発生遅延胚ではmtDNAコピー数が減少することが明らかになった。
【結論】本研究では、単一割球に存在するmtDNAコピー数を解析できる
高精度mtDNAコピー数定量システムを確立することができた。本システ
ムは、mtDNAコピー数解析によりマウスの系統や培養条件に起因する胚
のクオリティーを客観的に評価できる有用な技術として期待できる。
　
【演題番号７】
セクレトグロビン（SCGB）3A2の加齢による肺への影響
〇車塚日明，荒井康子，坂原聖志，阿部宏之，黒谷玲子（山形大学
大学院理工学研究科バイオ化学工学専攻）
セクレトグロビン（SCGB）3A2は、マウス胎仔肺の気管支分岐促進
効果、細胞増殖効果、抗線維化作用、および抗炎症作用等の種々の作
用を示すサーファクタントタンパク質である。これまでの研究結果か
ら、SCGB3A2は肺炎や慢性閉塞性肺疾患（COPD）といった呼吸器疾患
の予防及び治療への応用が期待されている。しかし、加齢に伴う肺の構造
変化、炎症や線維化等の病態とSCGB3A2との関係においては、未だ不明
な点が多く残されている。そこで本研究では、加齢による肺組織変化に
SCGB3A2が与える影響を明らかにすることを目的とした。
実験には８週齢、0.5年齢、１年齢、1.5年齢、２年齢のC57BL/6N系の
Scgb3a2-欠損（KO）マウス、Scgb3a2-高発現（TG）マウスおよび野生
型（WT）マウスを使用した。これらのマウスの左肺を４％ PFA in PB
中で18－24時間固定し、パラフィン切片を作成した。肺切片に対し、ヘ
マトキシリン・エオジン（H&E）染色を行い、肺胞壁間距離（Lm）およ
び肺胞破壊指数（DI）を測定した。この結果、 WTマウスでは加齢に伴う
Lm増加は認められなかったが、KOマウスでは1.5年齢から有意に増加し
た。また、DIはWT、KOマウス肺で１年齢から有意に増加した。このこ
とから、SCGB3A2により肺の老化が抑制される可能性が示唆された。ま
た、WTマウスでは１年齢以降で炎症像が観察され始め、２年齢ではほぼ
すべての個体に炎症像が観察された。一方、KOマウスでは１年齢よりす
べての個体で、WTの２年齢と同等かより悪化した炎症像が観察された。
また、mRNA発現をRT-PCRにて検出した結果、WTマウスと比べてKO
マウスのサーファクトプロテイン（SP）-A、BおよびD発現は、８週齢か
ら減少した。
WTとKOマウス肺の比較から、SCGB3A2は老化に伴う老化肺（気腫
化）を防ぐ可能性が見出され、肺炎を抑制することが考えられた。発表で
は、TGの結果も含め考察したい。
【演題番号８】
MicroRNA-34aの抑制はNotch1-Runx2経路を介して大動脈弁狭窄症モデ
ルマウスにおける大動脈弁の石灰化を抑制する
〇豊島　拓，渡邉　哲，宍戸哲郎，青野智典，後藤　準，渡部　賢，
須貝孝幸，高橋徹也，横山美雪，成味太郎，大瀧陽一郎，田村晴俊，
西山悟志，有本貴範，高橋　大，渡辺昌文（山形大学医学部内科学
第一講座）
【背景】石灰化大動脈弁狭窄症（CAVS）は最も多い弁膜症であり、人口
の高齢化に伴い増加している。CAVSの治療は外科的弁置換術が基本で
ある。CAVSは動脈硬化と危険因子を共有するが、スタチンやACE阻害
薬は無効と報告されており、CAVSの進行を抑制する有効な薬物治療は未
だ確立されていない。また近年、標的遺伝子の発現を抑制するmicroRNA
（miR）が注目され、癌や消化器疾患への臨床応用が試みられているが、
CAVS発生におけるmiRの役割については十分に検討されていない。
【方法・結果】ヒト大動脈弁標本、ブタ大動脈弁間質細胞、ワイヤー傷
害CAVSマウスを用いてCAVSとmiRの関連について検討した。CAVS患
者と大動脈弁逆流（AR）患者の大動脈弁標本を用いて、石灰化への関与
が報告されている10個のmiRの発現をqRT-PCRを用いて調べた。CAVS
群においてmiR-34aを含む６個のmiRの発現が亢進し、２個のmiRの発現
が低下していた。CAVS群では石灰化を促進する転写因子Runt-related 
transcription factor 2（Runx2）の発現が亢進し、Runx2の発現を抑制
するNotch1の発現が低下していた。ブタ大動脈弁間質細胞を石灰化誘導
培地で刺激すると、miR-34aの発現は有意に亢進した。また、Runx2の
発現亢進と、Notch1の発現低下を認めた。ブタ大動脈弁間質細胞への 
miR-34a過剰発現により、Notch1の発現が低下し、Runx2の発現および
石灰沈着が亢進した。反対に、miR-34aを抑制すると、Notch1の発現が
亢進し、Runx2の発現および石灰沈着が抑制された。またNotch1 mRNA
を用いたルシフェラーゼアッセイおよびプルダウンアッセイにより、ブ
タ大動脈弁間質細胞においてmiR-34aはNotch1の発現を直接調節して
いることが示された。CAVSマウスへのLocked Nucleic Acid（LNA） 
miR-34a inhibitorの投与により、術後８週での大動脈弁の肥厚および石灰
化が有意に抑制された。また、心肥大と左室収縮能も改善した。免疫染色
では、LNA miR-34a inhibitorによりマウス大動脈弁のRunx2の発現が低
下し、miR-34aの抑制は大動脈弁石灰化を抑制することが示された。
【結論】CAVS患者の大動脈弁でmiR-34aの発現が亢進していた。miR-34a
は大動脈弁間質細胞のNotch1の発現を抑制し、石灰化を亢進すると考え
られた。miR-34aの抑制により、CAVSの進展および病的心臓リモデリン
グが抑制された。miR-34a抑制はCAVSに対する新たな治療標的になるこ
とが示唆された。
【演題番号９】
骨充填剤β-TCPと亜鉛イオン徐放型Tiフレームワークの骨再生に関する
組織学的比較
○渡辺麗奈，山本　修（山形大学大学院理工学研究科応用生命シス
テム工学専攻）
【緒言】骨髄量の少ない頭蓋骨は、大腿骨より骨再生能力が低いことが
知られている。骨再建術や頭蓋骨欠損などの骨損傷がある場合、HApや 
β-TCPなどのセラミックスが骨充填剤として用いられているが、破骨細
胞によって吸収されないために残存し、骨強度の低下や炎症を引き起こす
可能性がある。そこで、骨再生用フレームワークとしてチタンメッシュに
着目した。頭蓋骨の骨再生には骨由来の細胞が必要であるが、頭皮側の
結合組織からの血管も必要になる。それにはメッシュの空隙の大きさが
関係するが、骨再生に適した空隙の大きさは明らかになっていない。亜
鉛イオンは硬組織の石灰化と軟組織の血管新生に働くことが知られてい
る。これらの知見を踏まえ、骨再生に対して、セラミックス骨補填剤とフ
レームワークの間の違いは明らかになっていない。本研究では、空隙の大
きさが異なる亜鉛修飾型チタンメッシュの骨再生効果をIn vivoで評価し、 
β-TCPと比較した。
【実験方法】30および100meshのチタンメッシュを直径11mmの真円状に
加工した。まず、0.5mol/Lのテトラヒドロキソ亜鉛酸溶液を調製し、60 
℃で24時間浸漬することで亜鉛イオン徐放型チタンメッシュ（Zn-modified 
Ti）を作製した。未修飾のものをControlとした。また、骨充填剤は 
β-TCP（オスフェリオン®）を使用した。作製した材料に対して、走査
型電子顕微鏡（SEM）による表面形態の観察と共焦点レーザー顕微鏡
（CLSM）による表面粗さ計測を行った。山形大学動物実験委員会の承
認に基づいて、ラットおよびブタの頭蓋骨に直径約8.5mmの円形の骨欠
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損を作成し、材料の埋植実験を行った。４週間経過後に骨組織を摘出し、
脱灰後、骨欠損部に対する骨再生率の算出とヘマトキシリン・エオシン
（HE）染色、マッソントリクローム（MT）染色による組織学的評価を
行った。
【結果と考察】CLMSおよびSEMによる観察の結果、Zn-modified Tiの表
面は亜鉛修飾により微細な網目状の構造が観察され、Controlよりも表面
粗さが有意に増大した。
ラットの頭蓋骨欠損部に30および100meshを埋植し、欠損部の組織学的
評価を行った結果、頭蓋骨の骨再生には空隙の小さい100meshが適してい
ることが明らかになった。
次に、ヒトの頭蓋骨の構造と類似しているブタの頭蓋骨を用いて実験を
行った。頭蓋骨欠損作成時に硬膜を残存させ、100meshおよび骨充填剤を
埋植した。巨視的観察の結果、骨充填剤のみを埋植した欠損部には、骨充
填剤の残存が観察され、ControlおよびZn-modified Tiの骨欠損部全体には
組織が観察された。摘出骨のHE染色切片を観察した結果、骨充填剤の欠
損部には、至る所に骨充填剤の残存が観察され、炎症系細胞が認められ
た。Controlの欠損部は一部のみ石灰化が見られたのに対し、Zn-modified 
Tiの欠損部は全て石灰化しており、極めて厚い再生骨が観察された。MT
染色切片を観察した結果、骨充填剤およびControlは欠損部に線維状のコ
ラーゲン組織が観察されたのに対し、Zn-modified Tiは正常骨と同様の
緻密なコラーゲン組織が観察された。以上のブタにおける実験結果より、
100meshのZn-modified Tiを埋植することで頭蓋骨の骨再生が亢進するこ
とが明らかになった。
以上の実験結果より、100meshのZn-modified Tiは、β-TCPと比較して、
頭蓋骨の骨再生に非常に有効であることが明らかになった。
【演題番号10】
ブタモデルを用いたシモンコライト粉末の皮膚創傷治癒効果
○永島美希，山本　修（山形大学大学院理工学研究科応用生命シス
テム工学専攻）
【緒言】創傷治癒には様々な酵素が関与しており、その１つに亜鉛依存
性マトリックスメタロプロテアーゼ（MMPs）がある。MMPsはタンパク
質分解酵素の１つであり、炎症性細胞から産生される。MMPsは活性部位
にZn２＋イオンを持ち、創傷治癒において細胞遊走や血管新生に関与する。
ゆえに、創傷部にZn２＋イオンを供給することで創傷治癒が亢進されると
推定される。本研究ではZn２＋イオンの持続的溶出が期待できる材料とし
てシモンコライトに着目し、ブタモデルにおけるシモンコライトの創傷治
癒効果を検討することを目的とした。
【実験】亜鉛源とアルカリ源を用いた液相合成により、シモンコライト
粉末 Zn５（OH）８Cl２・5H２Oを合成した。さらに、比表面積の増加に伴う 
Zn２＋イオン溶出量の増加を目的として、作製したシモンコライト粉末を
セラミックスボールミルで粉砕した。粉末特性評価として結晶構造の同定、
粉末形状の観察、pH及びZn２＋イオン溶出量測定を行った。動物実験は以
下のように行った。山形大学動物実験委員会承認の下、ブタの両腹側部に
皮下組織に至る直径20mmの皮膚全層欠損創を作成した。Control群は医
療用創傷被覆材のみを適用し、Sample群はシモンコライト粉末を欠損面
積当たり3.2x10－３または6.4x10－３gを塗布した後、Control群同様に医療用
創傷被覆材を適用した。経過観察期間終了後、ヘマトキシリン・エオシン
（HE）染色、マッソントリクローム（MT）染色及び新生血管数の計測
により組織評価を行った。
【結果と考察】作製した粉末はＸ線回折パターンによりZn５（OH）８Cl２・
5H２Oのシモンコライト単一相であると同定された。SEM画像からシモン
コライト粉末は粒子径が約１µmの球形であることが明らかとなった。生
理食塩水中におけるシモンコライト粉末のpH値は角化細胞及び線維芽細
胞増殖における至適pHの範囲内であった。測定されたZn２＋イオン溶出量
は細胞増殖を阻害しない500µmol/L以下であった。組織染色の結果、経過
観察期間１週間ではControl群と比較してSample群の方が炎症性細胞の減
少及びコラーゲン形成の亢進が認められた。経過観察期間２週間で観察さ
れた細胞種はControl群とSample群の間で違いはなかったが、Sample群で
コラーゲン形成の亢進が認められた。経過観察期間４週間では、医療用創
傷被覆材のみでは再生されない皮膚付属器の１つである毛包の再生が認め
られた。さらに新生血管数計測の結果、Control群と比較してSample群は
血管新生の亢進が認められた。以上の結果より、コラーゲン線維形成及び
血管形成の亢進、皮膚付属器の再生が認められたことから、ヒト皮膚に近
いブタモデルにおいてシモンコライト粉末が創傷治癒効果を持つことが結
論づけられた。
　
【演題番号11】
CRISPR/Cas9法を用いたMidnolinノックアウトマウスの作製およびその
解析
〇提箸尚貴＊，小原祐太郎＊，中野知之＊＊，後藤　薫＊＊，
中島　修＊＊＊，石井邦明＊（＊山形大学医学部薬理学講座，＊＊山形
大学医学部解剖学第二講座，＊＊＊山形大学医学部遺伝子実験セン
ター）
都合により抄録の掲載は控えさせて頂きます。
【演題番号12】
ステロイド抵抗性GVHDのマウスモデル
〇須藤将裕＊，松木絵里＊＊，石澤賢一＊＊＊，東梅友美＊＊＊（＊山形大
学大学院医学系研究科創薬科学講座，＊＊山形大学大学院医学系研
究科内科学第一講座，＊＊＊山形大学大学院医学系研究科内科学第三
講座血液・細胞治療内科学分野）
副腎皮質ホルモン（ステロイド）は、同種造血幹細胞移植後の重篤な
合併症である急性移植片対宿主病（graft-versus-host disease: GVHD）の
第一選択治療薬である。しかし、 急性GVHDを発症した患者の約３割から
半数がステロイド不応性GVHD（steroid resistant GVHD: SR-GVHD）に
移行し、その場合の予後は極めて不良である。従って、移植成績向上には
SR-GVHDの治療法確立が急務であるが、その発症機序は十分に解明され
ていない。
本研究で、我々は、SR-GVHDの発症機序解明を目的として、マウス骨
髄移植モデルを一部改変したSR-GVHDモデルの開発を試みたので報告す
る。
今回我々は、主要組織適合抗原（major histocompatibility antigen: MHC）
一致、マイナー組織適合抗原（miHAs）不一致のC3H.sw→B6系を用い、骨
髄移植後、GVHD発症を確認し、デキサメタゾン（DEX）0.1mg / kg（腹
腔内注射）を２週間投与し、DEXに対する反応性から以下の３群に分類し
た。a）ステロイド不応性（REF）GVHD群：GVHDスコアは高値、進行性
の体重減少、及び早期死亡を特徴とする。b）stable群：GVHDスコア及び
体重減少は中程度で同種移植コントロール群と同程度の死亡率を示す。c）
ステロイド反応（RES）GVHD群：GVHDスコアは正常化、体重減少を認め
ず、GVHD死亡を認めない。
我々は、ステロイドの投与時期にかかわらず、反応性で３群に分類で
きることに成功し、病理学的GVHDスコアでもRES群に比較してREF群
では高値であり、我々のモデルの有効性を証明した。また、驚くべきこ
とに、通常GVHD重症度と比例して増加するドナーT細胞の増殖はRES群、
stable群、REF群ともほぼ同等であった。このことは、一般的なドナーT
細胞依存性GVHD発症機構に依存しない、新たなメカニズムの可能性を示
唆している。現在、この知見を基に、新たな発症メカニズム解析が進行中
である。
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【演題番号13】
モルモットを用いた顔面神経麻痺治療の基礎研究
○杉山元康，伊藤　吏，古川孝俊，阿部靖弘，後藤崇成，
寺田小百合，欠畑誠治（山形大学医学部耳鼻咽喉・頭頸部外科学講
座）
【緒言】Bell麻痺・Hunt症候群の完全麻痺例に対し、抗ウイルス薬併用
ステロイド大量療法や顔面神経減荷術等が行われているが、既存の治療
では完治を得られず、顔面神経麻痺の後遺症に苦しむ症例も少なくな
い。これに対し、障害を受けた顔面神経を回復させるための新たな手段と
して、再生医学的アプローチが考えられる。顔面神経障害に対する神経
再生の基礎研究の報告としては、basic fibroblast growth factor（bFGF）、
Glial-Cell Derived Neurotrophic Factor（GDNF）発現neural stem cellsや、
hepatocyte growth factor発現HSVベクターなどを動物モデルに導入して、
再生が促進されたという報告が散見されるが、その効果はいずれも部分的
であり、臨床応用に至る有用な報告もいまだ少ない。
【方法】報告されている顔面神経麻痺モデルは、側頭骨外の末梢で神経を
クランプもしくは切断して作製した障害モデルを用いているものがほとん
どであるが、我々はモルモットを用いて、より実臨床での顔面神経麻痺の
病態に近い、側頭骨内顔面神経絞扼モデルを作製した。さらに、この障害
モデルに対して、徐放用基材を用いて栄養因子や幹細胞誘導因子を鼓室内
局所投与することで、顔面神経機能回復がどの程度促進されるかを評価す
る研究を進めている。具体的には、神経機能回復の評価を、ビデオ撮影に
よる運動評価、針筋電図による電気生理学的評価、免疫組織染色による組
織学的評価の３項目を用いて行った。
【結果・考察】Insulin-like growth factor 1（IGF-1）を投与した際に、顔
面神経機能回復が最も促進された。IGF-1の局所投与は、運動評価、電気
生理学的評価において、顔面神経機能を有意に回復した。このことから、
徐放用基材を用いたIGF-1の鼓室内局所投与は、顔面神経麻痺の新たな治
療法になり得ると考えられた。
　現在も研究を継続して行っており、最新の結果と、若干の文献学的考察
を加えて報告する。
【演題番号14】
IP３ receptor binding protein released with IP３（IRBIT）KOマウスを用い
た学習行動実験
○斎藤　航，○佐々木　豪，○西川枝里，○八木将和，北村衛一，
藤原浩樹，藤井　聡（山形大学医学部生理学講座）
われわれは外界からの刺激により様々な経験をすることによって学習し、
その後の行動が変化する。
細胞内の情報伝達物質として重要な機能をはたしている１つにカルシウ
ムイオンが挙げられる。IRBITは、細胞内のカルシウムチャネルの１つで
あるイノシトール三リン酸受容体（IP3R）の活性を制御する因子として
知られている。
IRBITが最も豊富に存在する脳神経系における機能は未だ不明なところ
も多く、IRBITが海馬神経細胞において、記憶や学習等の脳高次機能に大
きな役割を果たす事が期待される。 そこで、IRBIT欠損 マウスおよびコ
ントロールマウスを用いて、オープンフィールド、恐怖条件づけの行動解
析を行った。
オープンフィールドテストでは、IRBIT欠損マウスが自発運動機能にど
のような影響を与えるかを新奇環境下での自発的活動性・不安様行動に注
目した。
被験体は８～16週齢雄性マウス使用し、野生型のマウス群（WT群）12
匹、IRBIT欠損マウス群（KO群）16匹用いて、新奇環境下で30分間の行
動量を計測した。結果、IRBIT欠損マウス群は野生型のマウス群よりも行
動量が増加する傾向にあった。
恐怖条件づけでは恐怖記憶の獲得、消去、想起のプロセスに注目した。
実験装置は米国MED社製のオペラントチャンバーを用いた。条件づけ
を行う前に環境に慣れさせるためにShaping期間を設け、CSとUSを対呈
示する条件づけ、CSのみ呈示する消去期間を設けた。オペラントチャン
バー内には環境を一定にするため70dbのホワイトノイズを用いるためス
ピーカーを設置した。また、CS呈示はライトの光、US呈示は足への電撃
激装を用いた。
被験体は８～16週齢雄性マウス使用し、野生型のマウス群（WT群）
12匹、IRBIT欠損マウス群（KO群）12匹用いて行動解析を行った。結果、
条件づけでは恐怖記憶の獲得ができた。
IRBIT欠損マウスの行動を解析した結果から、記憶や学習を可能にして
いるプロセスの制御機構が、記憶学習をはじめとする高次脳機能において、
IRBITがどのような役割を担っているのかを、今後明らかにしていきたい。
